目前急性髓系白血病（AML）主要根据细胞遗传学及分子生物学两方面进行预后分层[@b1]，但随着检测手段的提高，微小残留病（minimal residual disease, MRD）亦成为AML的独立预后因素[@b2]。MRD水平越低，患者可能更具有长期生存优势。但AML为一组异质性疾病，部分患者无法达到MRD阴性，或在治疗过程中，达到阴性后MRD再次转为阳性，提示预后不良，造血干细胞移植可能是这部分患者最佳的治疗手段，但对于无法进行移植的患者，如何进行后续干预治疗尚未达成共识。我们应用干扰素α-1b（IFN-α-1b）、白细胞介素（IL）2联合沙利度胺（Tha）（"干白沙"方案）治疗18例MRD阳性的AML患者，现将结果报告如下。

病例与方法 {#s1}
==========

1．病例：本研究纳入2016年7月至2018年6月收治的18例MRD阳性AML患者，17例来自于郑州大学附属肿瘤医院，1例来自于平顶山市第一人民医院。所有患者均签署知情同意书。所有患者均经血常规、骨髓细胞形态学、流式免疫分型、细胞遗传学、分子生物学检查确诊。其中男10例，女8例。根据中国成人AML诊疗指南[@b3]进行预后分层，低危组7例，中危组8例，高危组3例。伴有FLT3-ITD突变患者前期诱导、巩固治疗过程中均联合索拉菲尼口服治疗。18例患者中16例经1或2个疗程化疗达形态学完全缓解（CR），其中MRD持续阳性4例，巩固治疗结束后MRD由阴性转为阳性5例，巩固治疗过程中MRD无法稳定阴性7例。另1例经3个疗程治疗后首次CR，1例第2次达CR，均为MRD阳性。18例患者详细临床资料见[表1](#t01){ref-type="table"}、[2](#t02){ref-type="table"}。

###### 18例接受干扰素α-1b、白细胞介素2联合沙利度胺方案干预治疗急性髓系白血病患者初诊临床资料

   例号   性别   年龄（岁）   FAB分型  染色体核型                                    基因突变                WBC（×10^9^/L）   预后分层
  ------ ------ ------------ --------- --------------------------------------------- ---------------------- ----------------- ----------
    1      女        53        M~2b~   46,XX,t（8;21）\[7\]/46,XX\[3\]               阴性                         1.30           低危
    2      男        33        M~2b~   46,XX,t（8;21）\[6\]/46,XX\[10\]              c-KIT                        25.32          中危
    3      男        45       M~4Eo~   46,XY,inv（16）（p131q22）\[17\]/46,XY\[3\]   IZKF1、ERG、MLL-PTD          18.30          低危
    4      男        28        M~2b~   46,XY,t（8;21）（q22;q22）\[10\]              阴性                         1.54           低危
    5      男        54        M~2a~   46,XY\[10\]                                   阴性                         3.05           中危
    6      女        45        M~2a~   46,XX\[20\]                                   阴性                         18.20          中危
    7      男        59        M~2a~   46,XX\[20\]                                   FLT3-ITD、IDH1、NPM1         66.00          中危
    8      男        28        M~2a~   46,XY\[18\]                                   阴性                         1.75           中危
    9      男        37        M~2b~   46,XY\[20\]                                   IKZF1                        9.67           低危
    10     女        56        M~1~    46,XX\[20\]                                   FLT3-ITD                    215.00          高危
    11     女        27        M~5~    46,XX\[20\]                                   K-RAS、RUNX1                 16.47          高危
    12     女        58        M~2b~   46,XX,t（8;21）\[8\]/46,XX\[5\]               阴性                         3.08           低危
    13     男        31       M~4Eo~   46,XY,inv（16）（p13q22）\[10\]               阴性                         46.80          低危
    14     女        64        M~2a~   46,XX\[20\]                                   DNMT3A                       1.90           中危
    15     女        52        M~2a~   46,XX\[20\]                                   TET2                         1.79           中危
    16     男        25        M~5~    46,XY\[20\]                                   ASXL1                        6.80           高危
    17     女        19        M~5~    46,XX\[20\]                                   阴性                         9.88           中危
    18     男        58        M~2a~   未见分裂象                                    NPM1伴纤维化                 9.79           低危

###### 18例接受干扰素α-1b、白细胞介素2联合沙利度胺方案干预治疗急性髓系白血病患者治疗经过及MRD水平

  例号   前期治疗                                                     MRD阳性性质                  治疗前MRD水平  治疗前骨髓形态                                   常规剂量应用时间（月）   治疗后MRD水平  后续处理
  ------ ------------------------------------------------------------ --------------------------- --------------- ----------------------------------------------- ------------------------ --------------- --------------------------
  1      CAG、MA、DA、AA、MA、CAG、AA、HA、MA、DA、HE、CAG            持续未转阴                       0.02%      明显活跃，原始粒细胞0.020，未见异常中幼粒细胞              2                  阴性       继续常规剂量应用
  2      IA、HD-Ara-C、DCAG、DCHAG、HD-Ara-C、MA                      化疗过程中反复                   0.09%      活跃，未见异常中幼粒细胞                                   1                  阴性       继续常规剂量应用
  3      HAA、HD-Ara-C、HD-Ara-C、DCAG、DCAG、HD-Ara-C                化疗过程中反复                   0.10%      活跃，未见幼稚细胞                                         1                  阴性       继续常规剂量应用
  4      IA、HD-Ara-C、HD-Ara-C、DCAG、DCHAG                          持续未转阴                       0.13%      活跃，未见异常中幼粒细胞                                   1                  阴性       继续常规剂量应用
  5      DCAG、ID-Ara-C、ID-Ara-C、DCAG、DCHG、AA                     末次化疗6个月转阳                0.49%      活跃，原始粒细胞0.002                                      1                  阴性       继续常规剂量应用
  6      DA、HD-Ara-C、HD-Ara-C、DCAG、HD-Ara-C、HA                   化疗过程中反复                   0.56%      活跃，原始粒细胞0.005                                      1                  阴性       继续常规剂量应用
  7      IA、HA、HD-Ara-C、DCAG                                       复发后血液学缓解、MRD阳性        0.58%      活跃，原始粒细胞0.005                                      1                  阴性       继续常规剂量应用
  8      DA、DA、HD-Ara-C、HA、HA、HD-Ara-C、HA、HD-Ara-C、HD-Ara-C   末次化疗后3个月转阳              0.06%      活跃，原始粒细胞0.002                                      2                  0.15%      加量应用7个月后MRD转阴
  9      IA、HD-Ara-C、CAG、CHAG、MA、CHAG、DCHAG、DCHAG、HD-Ara-C    化疗过程中反复                   0.01%      活跃，未见异常中幼粒细胞                                   2                  0.06%      加量应用1个月MRD 0.0061%
  10     IA、HA、DCAG、DCAG                                           持续未转阴                       0.06%      略低，未见原幼粒细胞                                       2               形态学复发    其他方案治疗
  11     IA、DCAG、DCHAG、DCHAG、HD-Ara-C、HD-Ara-C                   持续未转阴                       0.17%      活跃，原幼单核细胞0.024                                    1               形态学复发    放弃治疗
  12     IA、ID-Ara-C、ID-Ara-C、ID-Ara-C、IA、CHG                    化疗过程中反复                   1.09%      活跃，未见异常中幼粒细胞                                   1                  1.42%      加量应用3个月后MRD转阴
  13     DHA、DHA、HD-Ara-C、EA、MA、DA                               化疗过程中反复                   1.20%      活跃，未见幼稚细胞                                         2                  0.13%      继续常规剂量应用
  14     DCAG、ID-Ara-C、ID-Ara-C、ID-Ara-C、CHG、DA                  末次化疗1个月后转阳              2.09%      活跃，原始粒细胞0.050                                      1                  1.18%      继续常规剂量应用
  15     DCAG、MAC、DCCHAG                                            3个疗程后缓解，MRD未转阴         4.92%      增生略减低，原始粒细胞0.045                                2                  1.00%      继续常规剂量应用
  16     IA、HD-Ara-C、HD-Ara-C、HD-Ara-C、AA、HA                     末次化疗后3个月转阳              2.50%      活跃，原始粒细胞0.035                                      1               形态学复发    放弃治疗
  17     IA、HD-Ara-C、HD-Ara-C、HD-Ara-C                             末次化疗后1个月转阳              2.68%      明显活跃，未见原幼单核细胞                                 1               形态学复发    挽救化疗无效
  18     IA、DCAG、DCHAG、HD-Ara-C、HD-Ara-C、HD-Ara-C、HA、DCAG      化疗过程中反复                   3.00%      活跃，原始粒细胞0.050                                      1               形态学复发    放弃治疗

注：MRD：微小残留病；CAG：阿柔比星（Acla）+阿糖胞苷（Ara-C）+ G-CSF；MA：米托蒽醌（MITO）+ Ara-C；DA：柔红霉素（DNR）+Ara-C；AA：Acla+Ara-C；HA：高三尖杉酯碱（HHT）+Ara-C；HE：HHT+依托泊苷（Vp16）；IA：伊达比星（IDA）+Ara-C；DHA：HHT+DNR+Ara-C；EA：Vp16+Ara-C；MAC：MA+环磷酰胺（CTX）；DCAG：地西他滨（DEC）+CAG；DCHAG：DCAG+HHT；HAA：HA+Acla；CHG：HHT+Ara-C+G-CSF；HD-Ara-C：大剂量Ara-C；ID-Ara-C：中剂量Ara-C；DCHG：DEC+CHG；DCCHAG：DCHAG+西达本胺

2．治疗方案：常规剂量"干白沙"方案：IFN-α-1b（深圳科兴生物工程有限公司产品）60 µg隔日1次，皮下注射；IL-2（北京四环生物制药有限公司产品）100万U隔日1次，皮下注射；Tha（常州制药有限公司产品）200 mg每晚睡前口服；如果患者PLT\>50×10^9^/L，予以口服复方丹参片（广东白云山和记黄埔中药有限公司产品）3片，每日3次，预防深静脉血栓。IFN-α-1b前1 h口服布洛芬颗粒预防发热。

如果患者常规剂量"干白沙"方案无效或者应用过程中出现MRD转阳或检测水平升高给予加量应用，即IFN-α-1b 60 µg每日1次皮下注射，IL-2 100万U每日1次皮下应用，Tha及复方丹参片应用与常规剂量相同。

3．疗效监测：患者开始"干白沙"方案治疗后，每月复查骨髓涂片进行原始细胞计数检测，同时留取骨髓液2 ml经EDTA抗凝（通过PCR方法检测）或肝素抗凝（通过流式细胞术检测）以进行MRD检测。以骨髓涂片中白血病细胞\<0.05定义为形态学CR。MRD检测目前缺乏统一标准，本研究定义MRD\<0.01%为阴性。MRD连续2次达阴性后可逐渐延长骨髓检测的间隔时间（2\~3个月复查1次）。

4．MRD检测方法：具有特定融合基因（例1、2、3、4、9、12、13）如AML1-ETO、CBFβ-MYH11以实时定量聚合酶链反应进行MRD检测。按常规方法分离骨髓单个核细胞，应用OMEGA Micro Elute总RNA提取试剂提取总RNA，严格按照说明书操作，并采用分光光度法测定RNA纯度及浓度，取吸光度（*A*）~260~/*A*~280~≥1.8为合格样品。利用逆转录试剂盒将获得的RNA进行逆转录获得模板DNA链，以cDNA为模板，利用PCR试剂盒完成PCR。AML1-ETO及CBFβ-MYH11试剂盒均为上海源奇生物医药科技有限公司产品。并严格按照说明书在ABI 7500PCR系统中进行基因转录水平检测。并以ABL基因为内参基因，根据以下公式计算目标基因水平：目标基因水平（%）=（目标基因拷贝数/ABL基因拷贝数）×100%。目标基因水平阈值为0.01%。低于该阈值为阴性。

对于无上述融合基因的患者采用10色流式细胞术进行MRD检测。采集患者骨髓3 ml，肝素抗凝，于2 h内上流式细胞仪检测，流式细胞仪为美国贝克曼库尔特公司Navios型，分2管采集免疫表型数据。获取的细胞数为\>500 000个。粒系白血病抗体标志如下：a管：CD34-A700/CD117-APC/CD13-PE/CD38-A750/CD15-FITC/CD33-PC5.5/HLA-DR-Blu/CD45-ko；b管：CD34-A700/CD117-APC/CD7-PE/CD56-ECD/CD64-FTIC/CD19-CY5.5/CD45-ko。单核系白血病抗体标志如下：a管：CD34-A700/CD117-APC/CD13-PE/CD114-A750/CD64-FITC/CD33-CY5.5/HLA-DR-Blu/CD45-ko；b管：CD34-A700/CD117-APC/CD7-PE/CD56-ECD/CD15-FITC/CD19-CY5.5/CD45-ko。以白血病细胞占骨髓有核细胞总数的比例作为MRD值，以MRD≥0.01%为阳性，MRD\<0.01%为阴性。

结果 {#s2}
====

患者治疗结果详见[表2](#t02){ref-type="table"}。18例患者中9例MRD转阴，4例MRD明显下降，5例治疗无效。总有效率为72.2%。

1．常规剂量"干白沙"方案的疗效：18例患者应用常规剂量"干白沙"方案，7例患者应用1\~2个月后达到MRD转阴，该7例患者治疗前中位MRD水平为0.13%（0.02%\~0.58%），骨髓细胞形态学检测均未发现白血病细胞；3例患者MRD水平明显下降，该3例患者治疗前MRD水平分别为1.20%、2.09%和4.92%，其中1例骨髓细胞形态学检测未见白血病细胞，2例骨髓白血病细胞比例分别为0.045和0.050，治疗后MRD水平分别为0.13%、1.18%和1.00%；3例患者MRD水平升高；5例患者常规剂量"干白沙"方案治疗失败出现血液学复发，该5例患者治疗前中位MRD水平为2.50%（0.06%\~3.00%），2例骨髓形态学检测未见白血病细胞，3例白血病细胞比例分别为0.024、0.035和0.049。常规剂量"干白沙"方案的有效率为55.6%。

2．加量"干白沙"方案的疗效：3例常规剂量治疗后MRD水平升高的患者接受加量的"干白沙"方案，其中2例（例8、12）分别于加量3和7个月后MRD转阴，1例（例9）应用1个月MRD水平下降1个对数级。例8 MRD阴性维持17个月后自行停药，停药后半年复查再次出现MRD转阳，目前加量应用中。

3．治疗前MRD水平对"干白沙"方案疗效的影响：共有7例患者治疗前MRD水平≥1.0%，其中3例应用常规剂量"干白沙"方案1\~2个月MRD水平下降，1例加量应用后转阴，3例治疗失败，有效率为57.1%。11例患者MRD水平\<1.0%，其中7例应用常规剂量"干白沙"方案转阴，1例加量应用后转阴，1例加量后MRD水平下降，2例治疗失败，有效率为81.8%。

4．方案疗效与FAB分型、危险度分层的关系：FAB分型中，AML-M~5~ 3例，"干白沙"方案均治疗失败，出现血液学复发；AML-M~1~ 1例，治疗失败；AML-M~2a~ 7例，3例经常规剂量"干白沙"方案治疗后转阴，2例MRD水平下降，1例加量应用后转阴，1例治疗失败。CBF-AML 7例，4例经常规剂量治疗后转阴，2例MRD水平下降，1例加量应用后转阴。

不同预后分层中，低危组7例，3例经常规剂量"干白沙"方案治疗后转阴，2例MRD水平下降，1例加量应用后转阴，1例治疗失败，总有效率为85.7%；中危组8例，4例经常规剂量"干白沙"方案治疗后转阴，2例MRD水平下降，1例治疗失败，总有效率为87.5%；高危组3例，均治疗失败。

讨论 {#s3}
====

AML是一种起源于造血干细胞的血液系统肿瘤。目前AML的主要治疗手段仍是化疗，对于预后危险度分层为中/高危的患者推荐进行异基因造血干细胞移植（allo-HSCT）[@b3]。AML患者经过诱导治疗达到血液学缓解后，超过一半的患者将会复发[@b4]--[@b5]。传统意义上的复发指骨髓或外周血中原始细胞比例≥0.05，但细胞形态学检查存在受检细胞数量相对较少（200\~500个），以及受骨髓穿刺及涂片质量影响较大等不足，并且检测结果与阅片医师的经验有关[@b6]。而MRD可较早预测复发风险[@b7]。治疗后MRD阳性提示高复发风险，与较短的无复发生存和总生存相关[@b2],[@b8]--[@b10]。

检测MRD更直接的目的是对治疗的指导性干预，以期为患者提供更好的生存。Sockel等[@b11]报道10例出现分子学复发的AML患者，中位应用5个周期阿扎胞苷进行干预，随访10个月，7例患者出现MRD下降，并维持在CR状态。一项随机对照研究显示奥吉妥（GO）单抗可显著降低AML-t（8;21）患者的MRD水平[@b12]。根据MRD水平对伴t（8;21）的AML患者重新进行危险分层，高危患者推荐进行allo-HSCT，低危患者推荐进行常规化疗或者自体造血干细胞移植，研究显示MRD指导下的分层治疗可提高该类患者的无病生存和总生存[@b13]。目前国内外文献尚无IFN-α-1b、IL-2、Tha联合应用进行MRD干预治疗的报道。

我们前期将"干白沙"方案应用于复发难治性AML取得一定疗效[@b14]--[@b15]。然而一部分AML患者治疗过程中能够达到血液学缓解，但MRD检测始终无法稳定在阴性状态，具有较高的复发率。因为经济或者身体状态，有些患者无法进行allo-HSCT。我们将"干白沙"方案用于该类AML患者，并进行MRD水平监测，目前18例患者中，10例常规剂量应用后能够达到MRD水平下降甚至转阴。另外3例患者常规剂量应用疗效不理想，出现MRD水平升高，给予加量的"干白沙"方案后，出现MRD水平下降或转阴。提示"干白沙"方案可能具有一定的量效关系，在常规剂量应用不理想的患者中通过增加剂量可达到MRD转阴的治疗目的。MRD水平的高低提示肿瘤负荷大小不同，对于MRD≥1.0%的患者仅有57.1%的患者治疗有效，但对于MRD水平≤1.0%，治疗有效率达到81.8%。提示"干白沙"方案对于MRD水平较低的患者疗效可能更佳，而对于MRD水平较高的患者需要更强的干预方案。3例FAB分型为M~5~的患者均治疗无效，3例高危组的患者亦均治疗失败，而其他FAB亚型或中低危组的患者均可见一定疗效，是否提示M~5~患者或高危的患者对"干白沙"方案不敏感，尚需要更大样本的数据统计。

综上，IFN-α-1b、IL-2、Tha联合应用可以降低血液学缓解但MRD阳性AML患者的MRD水平，达到MRD转阴或下降，并且呈现一定的量效关系，但患者不同疾病性质与该方案疗效的关系尚需更大样本的观察。
